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© Precede dlnsolubMsatlon d'enxymaa par fixation aur daa oomptexaa aftimtna-phoaphefes organlojues at enxymea 
insoiubHIaees obtanuaa par ca precede, nowewx aupparta d'enzymes at tour precede de pre pa r ati on at application 
daadlta enzyme* biaoHibBlaeea. 

@ Nouveau complexa sollde forme par de I'aiumine lee a un 
compose bi- ou potyfoncttonnel contenant au moins un groupe 
fooctionnel phosphate at an moins un groupe chlmfquemem 
reactrt capable de former une liaison covalente avec des 
composes protidiques et notamment das enzymes. Precede de 
preparation de ce complexa. 

Procede de preparation d'enzymes insokibilisees qui 
conslste a former un corps complexe dans (equal une enzyme 
est Nee par liaison covalente bli complexe solide susdlt, qui jaue 
te rote de support de I'enzyma ; ensymes insolublllsees 
obtenues par ce procede. 

Applications du complexe : en tant que support de fixation de 
composes protidiques et en rant que moyen pour f'iaolament 
el/ou le dosage de phosphates organiques comenus dans un 
milieu biologique. 

Application des enzymes insoJubilisees pour la catalyse de 
syntheses peptkflques. 
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Description 

PROCEDE D'INSOLUBIUSATION D ENZYMES PAR FIXATION SUR DES COMPLEXES 
ALUMINE-PHOSPHATES ORGANIQUES ET ENZYMES INSOLUBIUSEES OBTENUES PAH CE PROCEDE 
NGUVEAUX SUPPORTS D 'ENZYMES ET LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET APPLICATIONS D ESQ PTES 

ENZYMES INSOLUBIUSEES 

5 

La presente invention est relative a un procede d'lnsolubUisation d'enzymes par fixation sur des complexes 
BJumine-phosphates organiques et aux enzymes rnsolubilisees obtenues par ce procede ; elie est egalement 
relative aux nouveaux supports d'enzymes. insolubles. et a laur procede de preparation ; elie est d'autre part 
relative aux applications des enzymes insoJubfflsees ainsi preparees. 
10 La fixation d'enzymes a des supports insolubles constitue une etape de en ce qui concerns la pluparl des 
precedes de bloconverslon dans le domaine de la technologic enzymatique. 

Le choix du support Insoluble et du type de fixation de J'enzyme viaent a realisar un compromis optimal 
entre pfusieurs parametres comme la stabilite chimique de la preparation, tes proprietes mecaniques, la 
resistance a la biodegradalion. le rapport surface/volume, la densfte des molecules d'enzymes par unite de 
15 surface, le prix du support, la possibSite de regeneration du support, etc... 

Les supports insolubles generaJemants utilises peuvent etre classes en deux grands groupes : 

a) les supports organiques qui comprennent les pofyosides (cellulose et derives, dextranes et agarose, 
amidon, etc.). les protelnes (coilagene), les polymeres synthetiques (polyaminoacides. reslnes 
polyacryliques, potyamldes. eto...) 
20 b) tes supports inorganiques (verre poreux, oxydes metalliques, alumino-siRcatas, etc.) 

Les supports organiques peuvent fltre chimiquement actives par differences techniques, ce qui constitue 
Tun de leure prtneipaux avantages car Us permettent la fixation d'enzymes par differentes voles (inclusion, 
adsorption, Batson covalente,. ..). 

Les supports inorgardques sont generalement plus stables (resistance a Tusure, aux agents chimiques et 
25 aux bacteries). mecanlquement. geometriquernent et economiquement plus interessants que les supports 
organlquea. 

L'activatlon chimique des supports Inorganlquea est par contre une operation plus difficile, plus onereuse et 
mains efficace que dans le caa des supports organiques. Cast la raison pour laqueDe la fixation d'enzymes a 
un support inorganique se fait de preference par adsorption. Blen que toutes les enzymes soiant adsorbables, 
30 ceci n'implique pas una application generate en raison des affinrtes tres variables entre enzymes et supports. 

La presente Invention a pour but de pourvoir a de nouveaux supports insolubles qui allient Ja stabilite des 
supports inorganiques a la facflite d'actlvatlon des supports organiques, qui component des groupes 
fonctionnels reactifs permettant la fixation d'autres mofecules simples on complexes, lesdits supports 
insolubles ayant la faculte, apres fixation d'enzymes par liaison covalente par I'intermediaire de leurs groupes 
35 fonctionnels reactifs. de former des complexes enzymatiques insolubilises qui presentent les avantages bien 
connus des Bnzymes immobfflsees et qui. de plus, sont actHs non seulement dans I'eau et en milieu aqueux, 
mais le sont egalement dans des solvants organiques non miscibles a I'eau, et peuvent etre uti Usees pour 
catalyser das reactions menees aussi bien en continu qu'en discontinu. 

La presente invention a pour objet un nouveau complexe solide qui est caracterise en ce qu'li est forme par 
40 de I'alumtne liee a au molns un groupe fonctionnel phosphate d'un compose bi- ou polyfonctionnel conlenant 
au moins un groupe fonctionnel phosphate et au moins un groupe chimiquement reactif capable de former 
une liaison covalente avec des molecules de nature proteique, et notamment des enzymes. 

Selon un mode de realisation prefer^ du nouveau complexe conform© a la presente invention, le compose 
bi-ou polyfonctionnel lie a ralumine est un phosphate organique qui repond a une des formulas I ou II ci-apres 

45 

I II 

50 

dans lesquelles R represente un groupe organique afiphatique ou aromatlque comprenant au moins un groupe 
chimiquement reactif tet, en particulier, qu'un groupe amine primaire, aldehyde ou acide. 
La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation du complexe alumina-phosphate 
55 organique conforme a rinvention, qui consists a fixer un phosphate organique qui repond a ta formule I ou II 
d-dessus. sur de ralumine, par mlse en contact de ralumine et d'un phosphate organique, pendant un temps 
suffisant. en milieu aqueux, sensiblement a la temperature ambiante, a un pH compris entre 2,0 et 8.5. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du procede de preparation du complexe alumine-phosphate 
organique conforme a I'invention, le milieu dans lequel est realise* la complexatlon est un milieu a force 
$q ionique elevee, 

Les Inventeurs ont pu etabOr. en effet, que les phosphates organiques de formulas I el II se lient tres 
fortemerrt a ralumine, dans I'eau, a un pH compris entre 2 et 8.5, que les complexes ainsi obtenus sont stables 
dans des milieux e force ionique elevee. par example dans NaCl 2M, (Nrit)2S04 2M. et vis-a^vis de Taction des 
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solvants organiques, miscibles ou non miscibles a Teau, et que les phosphates organiques de formules I et II 
peuvent etre s6par6s de I'alumlne par deplacement par des solutions d'autres phosphates organiques ou par 
des solutions d'acide phosphorique equillbrees a un pH comprts entre 2 et 8,5. 

La present© invention a egalement pour objet Tapptication du complexe aiunVrne-phosphate organique 
conlorrne a I'invention en tanl que support de fixation de molecules de nature proteique, et notamment 
d'enzymes. 

Elle a en outre pour objet I'appllcatlon du complexe alumine-phosphate organique conforms a 1'invention en 
tant que moyen pour Hsolement et/ou Je dosage de phosphates organiques corrtenua dans un milieu 
biologique, tels que mononucleotides, phosphoglucides, pnospho-protelnes, phospho-amino-acides, 
pyridoxai-phosphate, etc., par Daison desdits phosphates organiques avec de I'aJumine, en mfBeu aqueux, a 
un pH compris entre 2 et 8,5, et Iteration de ces phosphates organiques du complexe forme, par action dune 
solution d'un autre phosphate organique ou d'acrde phosphortque equiiibree a un pH comprts entre 2,0 et B.5. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation d 'enzymes insolubilisees, qui 
consists a former un corps complexe comprenant una enzyme liee par liaison covalente a un support solid's de 
formula la ou Ila d-apres : 



par reaction des groupes chimlquement reactifs que comprend le groupe organique afiphatique ou 
aromatique R, avec les groupes reactifs des enzymes a fixer, eventuellement actives par des activateurs 
appropries. 

Selon un mode de mlse en oeuvre prefere de ce procede. lorsque le complexe Insoluble comprend des 
groupes reactifs carbonyllques tels que des groupes aldehyde, Introdufts par fe phosphate organique. ces 
groupes reactifs reagissent directement avec les fonctlons amine des enzymes a fixer, en formant des bases 



Selon une modaBte avantageuse de ce mode de mlse en oeuvre, les bases de Schiff obtenues sont 
stabilisees par reduction a I'aide d*un agent reducteur approprie, notamment du cyanoborohydrure de 
sodium. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre du procede de preparation o"enzymes insolubilisees, lorsque ie 
complexe insoluble comprend des groupes reactifs constitues par des groupes amines, ceux-ci sont actives 
par un activateur approprie tel qu'un reaclrf bffoncttonnel des amines primaires pris dans te groupe qui 
comprend notamment fe glutaraldehyde, les diisocyanates, les diisothiocyanates, etc., pour etre rendus 
aptes a reagir avec les groupes amine des enzymes a fixer. 

La presente invention englobe egatement les enzymes insolubilisees par association avec un complexe 
aluminephosphate organique, obtenues conformement a (a presente Invention. 

La presente invention a en outre pour objet un procede de catalyse de syntheses peptidiquss a Taide des 
eniymes insolubilisees definies dans ce qui precede, lesquelies syntheses peptldiques sont re a D sees par 
synthese de liaisons amidiques et peptidiques entre un composant carboxytique et un composant amine 
derives d'acides amines. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de oe procede. lesdites syntheses peptidiques sont reafisees a 
une temperature comprise entre la temperature ambiante et AS°C environ. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefers du procede de. catalyse de syntheses peptidiques conform© a 
I' invention, ^ milieu reactlohnel est exempt d'rons phosphate dont la presence pourrait provoquer la 
separation du phosphate orgardque de I'aJumine a laquelle il est lie et, par suite, la separation de ('enzyme de 
son support insoluble. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre prefere du proced6 de catalyse de syntheses peptidiques conforms 
a rirtvention. celui-ci catalyse la synthese de Salsons amidiques et peptidiques entre un derive d'actde amine 
presentanl une fonction amine bioquee et une fonction carboxylique llbre ou esterWee et un derive d'acide 
amine presentant une fonction amine libra et une fonction carboxylique bioquee, qui repondent 
respectivement aux formules III et IV cnapres : 



A1 3 0 5 R-0~PO,H a 

la 



Al a O, R-PO^ 

Ila 



de Schiff. 




(Ill) 



R 



X 



ou 2 represente un groupe de protection de la fonction amine ou un segment peptidique 
X represente un atome d' hydrogen© ou un groupe alkyie, 
Rx represente la chafne late rale d'un acide a -amine ; 
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H 3 N-^H-C0Y 

R x (IV) 



ou Y represents un group alcoxy, atcoylamine, ou encore un segment peptidique et Rx represents la chaine 
laterals d'un acids a-arrdne. 

La presents invention vise plus particulierement fes nouveaux complexes alumine-phosphate organique et 
10 les nouvaflBS structures enzyme-complexe alumine-phosphate organique, conformes aux dispositions qui 
precedent, a Ins) que teurs applications, las precedes pour les preparer et les moyens mis en oeuvre pour les 
preparer et pour les appGquer. 

Outre les dispositions qui precedent, rinvention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de 
la description qui va sutvre. 

15 Llnvention sera mieux comprise a I'aJde du complement de description qui va sutvre, qui se refere a des 
exemples de preparation des complexes atumine-phosphate organtques et des enzymes insolubilisees 
conformes & llnvention, ainsi qu'a des exemples d'appBcations de ces produits. 

II doit itre bien entendu, toutefois que ces exemples sont donnes uniquement a titre cfiQustration de I'objet 
de I' invention, dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation, 

SO 

EXEMPLES 

Examples 1 a 7 Preparation de complexes atumine-phosphate-organique 
A 2 ml d'une solution aqueusa 10- 2 molaire d'un phosphate organique, on additionne 1 g d'alumine, utilisee 

25 soft sous forms de poudre. aolt sous forms de mlcrobtiles poreusas, prealablemant equillbree avec un solvant 
approprte qui sera la meme au cours dBS reactions dans tesquelles le complexe forme sera impGque 
utterieurement, et la suspension est maintenue sous agitation pendant 10 minutes a la temperature ambiante. 
Le phosphate present dans le sumageant est analyst quantHaiivement par chromatographic liquid e a haute 
pression, par spectrophometrie U.V. ou par colorimetrie, selon le cas, et le taux de fixation a falumine est 

30 determine par difference. Pour chaque phosphate ('experience a ete msnes dans difte rentes conditions de 
pH, en presence de sels et en presence de phosphates inorganiques. 

Le tableau 1 qui va suivre, indique pour chaque exemple, dans la Seme cotonne, le phosphate organique mis 
en oeuvre, dans Ia3eme cotonne le pourcentage de fixation des drfferents phosphates sur Talumine, et dans la 
4eme colonne. le pourcentage de phosphate organique qui se fixe sur I'alumine en presence de phosphate 

35 inorganique. 

TABLEAU 1 

Pourcentage de fixation de phosphates organ icrues & IPalumine 
40 Exanples Fhosphate de I k V* Phosphate 0.3 H 

pB. '3-8*5 



1 


0~EiiO5g±ias£rine 


100 


0 


2 


O-phosphocolamine 


100 


1 


3 


Guanos ine 5'— phosphate 


100 


2 


4 


Uridine S'-phosEhate 


100 


1.5 


5 


Adenosine 5' -phosphate 


100 


1.5 


6 


Acide cytidlllqiie 








3' -phosphate 


100 


1 


7 


Pyridoxal 5 '-phosphate 


100. 


2 



* I : Ha O pB7 ; H : NaCl 2M pH7 ; HI 3 CH,O00H O.SM ; 
IV : CBaCOCH O.SMNaCl M ; V : (NH H ) a SO,> M 



Le caractere speclfique de 1'inter-readion alumine-phosphate est prouve par des experiences 
comparatives avec des produits acides sort carboxyfiques soit sulfoni ques (Tableau 2J. 

65 
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TABLEAU 2 

CHjCOOH 0-5M CH3COQH 0.5M, NaCl M 
Serine O O 
Serine 0-sulfate 40 2 
Colamlne O-sulfate 35 1 



TABLEAU 3 

Activity des pr^pa rations d f enzymes insolubilisdes (u/g) 
Exerrple Enzyme substrat preparation aprfes traiteanent 

fraiche avec Nad 1H 

8 Trypsine Bz-ArgOEt 62,5 63 

9 a-chyaotrypsine Ac.TyrOEt 74 74 
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Exemples 8 et 9 : Fixation d une enzyme sur le complexe afajmine-phosphocol amine prepare contormerrtanl a 
I'Exetnple 2 

1) A una solution da 60 mg da O-phosphocotamina dans 10 ml d'eau equillbree a pH 7. on ajoute 3 g 15 
d'al amine. La suspension est maintenue a pK 7 sous legere agitation. Apres SO minutes, la 
phosphoco (amino est totalement flxee sur I'slumine qui est recuperee par filtration ou centrffugation. 

2) Lagregat alumine-phosphocolamine est suspendu dans 10 ml d'eau et traite avec 4 mi d'une 
solution de glutarakiehyde a 25 <Vb dans I'eau. La suspension est equlllbree a pH 7 dans I'eau et maintenue 
sous legere agitation pendant 30 minutes. L'alumine ainsi activee est a nouveau separe* et lavee a f'eau. 20 

3) 50 mg d'enzyme son! dlssous dans 10 ml d'eau dans lesquels on ajoute la complexe 
aJurrune-phosphocolamine active comma dealt en 2). La suspension est maintenue a pH 7 sous legere 
agitation pendant 30 minutes. L'enzyme insolubaisee est recuperee par essorage et lavee a I'eau jusqu'a 
dtsparflion complete de i'activite enzymatique dans I'eau de lavage. 

Toutes les operations decrites ont ete menees a temperature amfaiante. 25 
On obtient 4,5 g d'enzyme immobflisee (soit 0,5 g d'eau par g. d'alumlne de depart). L'actrvite de renzyme 
immobilises est determtnee a I'aide de substrate specifiques comme decrit dans le Tableau 3 qui va suivre, 
Un tiers de la preparation est suspendu dans 20 ml de NaC1 1 Met maintenu sous agitation a pH 7 pendant 
24 heures. La phase solide est recuperee par essorage, lavee a I'eau et ractivile enzymatique determtnee a 
nouveau. 30 



35 



40 



45 



Exempte 10 : Fixation d'une enzyme sur to compJaxe alumlne-pyrtdoxal 5-phosphate prepare conformement 
a lexemple 7 

1) A une solution de 20 mg de pyridoxal S'-phosphate dans 10 ml d'eau,on ajoute 3 g d'alumlne et la 
suspension est maintenue a pH 7 sous legere agitation. Apres fixation complete du pyridoxal 
5*-phosphate sur lalumine.la phase solide, devenue Jaune, est separee par essorage et lavee a I'eau. 50 

2) Line solution de 60 mg de trypsine dans 10 ml d'eau est ajoutee au complaxe aJumine-pyridoxal 
5*-phosphate et la suspension maintenue sous agitation a pH 7 et a temperature amblante. Apres 30 
minutes. 30 mg de cyanoborohydrure de sodium sont ajoute s a la suspension qui est maintenue sous 
agttatlon pendant 30 minutes supplementaires a pH 7. Pendant ce temps ia couieur be la suspension vire 

du jaune au bfanc. La trypsine immobifisee est recuperee par essorage et lavee abondamment a I'eau. On 55 
obtient 4*5 g de trypsine immobilisee. Apras avoir determine lactivtte enzymatique, une partie de la 
preparation est mise en suspension dans un exces de NaCI 1M dans I'eau pendant 24 h sous legere 
agitation. On ddtermine I'activite enzymatique sur la phase solide separee par filtration et lavee a I'eau. 

SO 



65 
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TABLEAU 4 



w 



Activit y de la preparation d f enzyme lnsoliibilis^e (u/cr) 
E>CEC P le " Enzyme substrat preparation aprfes traitenait 

fralche avec NaCl 1M 
10 trypsine Bz ArgOEt 73 73 



Exemples 11 a 17 : Synthase peptidique par catalyse enzymatique 
Dans une experience type, 1 g de crrymotrypsme immobilisee comme decrit dans f'exemple 9, est suspendu 

15 dans 2 ml de solvant organique (voir Tableau 6) contenant 10-* moles tester rnethyfique d'acetyl 
L-tryptophane comme composant carboxylique at 10-* moles d'ester methyiique de la glycine comme 
composarrt amine. La suspension est maintertue sous legere agitation pendant 2 h a 20° C. L'acetyl-L-trypto- 
phanyJ-gfycfne ester form6 est analyse quantitatfvement par chromatographie Kqukie haute presslon a raids 
d'un etalon synthetfse par vole chfmique. De maniere Identique d'autres composants carboxyliques at amines 

20 ont et6 condenses par catalyse chymotrypsique et las resultats sont donnes dans le Tableau 5. 

TABLEAU 5 



25 


Exemple n c 


Compost 


Compost 


Acdtate 


1 , 2-dichLo 






c ar boxy 1 ique 


amind 


d'dthyle 


Ethane 




11 


Ac.L.TrpOMe 


GlyOMe 


52 


49 


30 


12 


w 


benzylamine 


60 


58 




13 


Ac.L.PheOMe 


GlyOMe 


60 


60 




14 


ft 


benzylamine 


65 


70 


35 


15 


Z.L.Ala . L. TrpOMe 


GlyOMe 


43 


38 




16 


Z.L.Ala.L.TrpOMe 


benzylamine 


45 


46 




17 


For . L . TrpOMe L XeuL AspL PfeNH 2 58 


55* 



40 * Rendement dfitermind par voie biologique- Le produit 

For.TrpLeuAspPheNH 2 (formyl-t€tragastrine) est un agent 
de s£cr6tion gastrique acide. 

45 

Exemple 18 : Utilisation repetitive d 'a -chymotrypsine en phase organique 

1 g d'a-chymotrypslne imrnobfrsee comme decrit dans Texemple 9 sont suspendus dans 2 ml de 1.2 
dichloroethane contenant 10-* moles d'Ac.LTrpOMe et 10- 3 moles de benzylamine. La suspension est 

50 places dans un reacteur en verre muni d'une jaquette a circulation cTeau et farme en haut et en bas par deux 
bouchons munis de flltres et de robinets, Apres 2 h de reaction a 20°C,le solvant est separe par filtration a 
I'alde d'une pression d'azota. L'acatyl-L-Trp benzylarnide forme est analyse quantitativement sur un aliquot, 
par chromatographie ilquide haute pression. L'enzyme immobilises est lavee au dichloroethane contenant 
5 °/o d'eau et utilises pour un deuxieme cycle dans les memes conditions que pour le premier cycle. Les 

55 rendements de synthase a chaque oycla sont donnes dans le Tableau 6 ct-apres. 

TABLEAU 6 

60 Efceople cycle n°12345678 

18 synthase % 58 59 58 58 60 62 65 65 

La legere augmentation du rendsrnent peut provenir de la recuperation du produit adsorbe au cours des 
65 premiers cycles. 
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Examples 19 et 20 : Thermolysine insolubilisee en synthase pepticfique 

1) 3 g d'afumine sent complexes avec la O-phosphocoiamine fit actives par te glutaraldehyde comma 
decrit precedemment fEx. 8 et 9J et ajoutes & 10 mf d une solution 3.10-* M d'acetate de caJcium 
contenanl 50 mg de thermolysine. La suspension est maintenue 30 minutes sous tegere agitation a 
temperature amblante et & pH 7. L'analyse spectrale du surnageant montre que la tolaffle de I'enzyme a 
ete fixee. La thermolysine ainsi immobilisfee est lavee avec une solution 3.10- 2 M d'acetate de calcium et 
recuperet par essorage. On obtient 4,5 g de thermolysine rmmobiltsee. 

2) 4.10- 4 moles d'acide N-carbobenzoxy L-aspartique <Z.L-Asp) et 0,8.10- 3 moles d'ester methylique 
de la L-phenylaJanine {L-PheOMe) sont dissous dans 4 mJ d'eau a pH 8 et a cette solution on ajoute 
encore 1 g de thermolysine immobifisee. La suspension est maintenue sous legere agitation a pH 8 et a 
40' C pendant 10 h. Un produit solide precipite en se melangeant a Tenzyme irnmoblHsee. Apres 
acidification a pH 5 avec de Tactde acetique, 4 mi de n-butanol sonl ajoutes a la suspension. Le produit 
solide forme au cours de la reaction passe en solution. L'enryme immobilise* est separee par fairation. 
reequilibree dans une solution d'acetate de calcium 3.1 0- 2 M a pH 8 et utilise* pour lea cycles successes* 
Les deux phases fiquides sont separees et un aliquot de la phase organique analyse par chromatographic 
liquide haute pression. Le rendement en Z.L-Asp-L-PheOMe est determine a raids d'un etaion prepare 
chimiquement. 

La condensation entre Z.L-Trp et L-LeuOMe a ete conduite de maniere analogue. 

TABLEAU 7 

Exemple Compost Compost Synthase % 

carbcKyligue amind i cycle II cycle 

19 Z.Asp L.PheOMe 60 58 

20 Z.L.Trp L.LeuOMe 100 100 



10 



13 



20 



25 



30 



Exemples 21 et 22 : Separation chromatographlque de phosphates organiques 

1) Une colonne en verre [£ - 3 cm. 0 - 0.7 cm) est remplie de poudre d'aiumine et 6quilibree avec 

une solution 0,2M de NaCI darts Peau ajustee a pH 3 avec Ha. 35 

2) Un melange dWdenoslne (10-* moles) et Adenosrne-5*-phosphate (10- s moles) est introduit en 
haut de ta colonne qui est eluee avec une solution 0.2M de Nad a pH 3. Le debit est de 18 ml/heure et 
('effluent est collects en fraction de 0,6 ml. 

3) Apres un volume de 18 ml, on ajoute a I'eluant de I'acWe phosphorique pour avoir une concentration 

de 2 <Vb, et on equilibre a pH 3 avec NH 4 OH On continue I'ekition et le fractionnement 40 
L'analyse des differentes fractions a donne les resultats presentes dans le Tableau 8 cKfessous. 
Un melange de Serine, Serine-O-sulfate el Serlne-O-phosphate a ete separe chromatographiquoment de 
maniere analogue. Les resultats sont reunis dans Je Tableau 9 d-apres. 

45 



50 



55 



GO 



65 
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TABLEAU 8 

Isolement chromatographic^ de 1 'AdSnosine-S ■ -phosphate 
Exemple 21 

Effluent N° Fraction Hendement de 

recuperation 



Compose 
Adenosine 



Adenosine- 
5 ' -phosphate 



KaCl 0,2M 
pH 3 



NaCl 0.2M 
HP0 A 2% 
pH 3 



2-6 



34 - 40 



95* 



92% 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



TABLEAU 9 

Isolement chromatographigue de la S<5rine-0-phosphate 
Exemple 22 



Compose 

Serine 

Serine- 
O-Sulfate 

Sfirine- 
O-Phosphate 



Effluent 

NaCl 0,2M 
pH 3 

KaCl 0,2M 
pH 3 

NaCl 0 f 2M 
H^PO- 2% 
3 PH 4 3 



N° Fraction 
1-3 

4-8 

35 - 39 



Rendement de 
recuperation 

94% 
96% 
91% 



Us enzymes insolubillsees conformes a la presente invention peuvent etre utiiisees en tant que catalyseurs 
de synthase pepticfiques aussl blen dans des precedes en dtsoontfnu (dans des reacteurs du type batch ou 
sur colonnes) que dans des precedes en ccntfnu. 

Du fait queues sont disponibtes sous forme de poudres, eDes sont alsement maniputebles, leurs conditions 
de mise en oeuvre sont simples et elles procurent des rendements econorniquernent interessants pour to 
production de composes, comma ies peptides, qui presented uh interet croissant dans le domaine des 
medicaments, et qui sont. dans certains cas, plus facfles a preparer par catalyse enzymatique que par voie 
chimique, et cad sans ie risque d f une racemisatton prejudiclable a leur activite. 

Ainsi que cela reason de ce qui precede, rinventlon ne se Hmite nullement aceux de ses modes de mise en 
oeuvre. de realisation et d'appBcatlon qui viennent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en embrasse au 
contraire toutes Ies variantes qui peuvent venir a I'esprit du technicien en la matiere. sans s'ecarter du cadre 
ni de la portee de la presente invention. 



Revendlcation* 

55 

1 . Nouveau complexe solfde qui est caracterise en ce qu'fl est forme par de I'alumine Itee a au moins un 
groupe fonctionns! phosphate d'un compose bi- ou polyfonctlonnel contenant au moins un groupe 
fonctlonnel phosphate et au moins un groupe chimiquement reactif capable de former una liaison 
covalente avec des molecules de nature proteique. et notamment des enzymes. 
60 2. Complexe selon ia Revendlcation 1. caracterise en ce que ie compose bi- ou polyfonctionnel lie a 

1'afumlne est un phosphate organlque qui repond a Tune des formules I ou II ci-apres : 
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R - 0 - PO,H a 
I 



R - 



II 



P0 3 H a 



dans lesquelles R represents un groupe organiquB eliphatiqua ou aromatique comprenant an moins un 
groupe chlmlquement reactif tel. en particuHer. qu'un groupe amine primaire, aldehyde ou aclde. 

3. Precede de preparation du complexe selon Tune queiconque des Revendlcations 1 ou 2, 
caracterise en ce qu'il consiste a (beer un phosphate organique qui respond a la formule I ou \\ selon la 
Revendication 2, sur de I'aJumine, par mfse en contact de Paiumine el d'un phosphate organJque, pendant 
un temps suffisant. en milieu aqueux, sensiblement a la temperature ambiante, a un pH compris entre 2,0 
et 8,5. 

4. Procede selon la Revendication 3. caracterise en ce que le milieu dans ieque! est reafisee ta 
complexation est un milieu a force ionique elev£e. 

5. Application du complexe selon Tune queJconque des Revendicatlons 1 ou 2 en tant que support de 
fixation de molecules de nature proteique, et nolamment CTenzymes. 

6. Application du complexe selon Tune queiconque des Revendicstions 1 ou 2 en tant que moyen pour 
.I'isolement et/ou le dosage de phosphates organiques contenus dans un milieu bkrfogique tats que 

mononucleotides, phos phoglucides, phospho-protelnes, phospho-amino-acides, pyridoxal-phosphate, 
etc... par liaison desdits phosphates organiques avec de ralurrtirte, en milieu aqueux, a un pH compris 
entre 2 et 6,5, et liberation de ces phosphates organiques du complexe forme, par action d'une solution 
de phosphate inorganique ou d'aclde phosphorique equillbree a un pH compris entre 2,0 et 8,5. 

7. Procede de preparation d'enzymes insolubilisees. caracterise en ce qu'il consiste a former un corps 
complexe comprenant une enzyme liee par liaison covalente a un support soiide de formule la ou lla 
ci-apres : 



par reaction des groupes cWmlquament reactif s qui comprend le groupe organique alrphatique ou 
aromatique R, avec les groupes reactifs des enzymes a fixer, eventueltemerrt actives par des activateurs 
appropries. 

8. Procede selon la Revendication 7, caracterise en ce que lorsque le complexe insoluble comprend 
des groupes reactifs carbonyliques tels que des groupes aldehyde, introdufts par le phosphate 
organique. ces groupes rtactlfs reagtssent directement avec las fonctions amine des enzymes a fixer, en 
formant des bases de Schiff. 

9. Procede selon la Revendication 8. caracterise en ce que les bases de Schrff obtenues sont 
stabilises par reduction a Talde d'un agent reducteur appropri6, notamment du cyarioborohydrure de 
sodium. 

10. Procede selon la Revendication 7, caracterise en ce que lorsque le complexe insoluble comprend 
des groupes reactifs const Hues par des groupes amine, ceux-cr sont actives par un activateur approprte 
tel qu'un reactif bifonctionnel des amines prlmaires pris dans le groupe qui comprend notamment le 
gtutaraldehyde, les ditsocyanales, les dlisothlocyanates, etc., pour 6tre rendus aptes a reaglr avec les 
groupes amine des enzymes A fixer. 

11. A tit re de produits industries nouveaux, des enzymes insolubilisees par association avec un 
complexe alumine-phbsphate organique, obtenues en mettant en oeuvre le procede selon Tune 
queiconque des Revendlcations 7 a 10. 

12. Procede de catalyse de syntheses peptkfiques caracterise par la mrse en oeuvre en tant que 
calalyseur enzymalique, d'au moins une enzyme InsolubiJisee conforms a la Revendication 11. 

13. Procede selon la Revendication 12, caracterise en ce que lesdites syntheses peptidtques sont 
reatisees a une temperature comprise entre la temperature ambiante et 45° C environ. 

14. Procede selon Tune queiconque des Revendlcations 12 ou 13, caracterise en ce que le milieu 
reactionnel est exempt d'ions phosphate dont la presence pourrait provoquer la separation de renzyme 
et de son support. 

15. Procede selon Fune queiconque des Revendlcations 12 a 14, caracterise en ce que les enzymes 
insolubilisees cat afy sent la synthase de liaisons amidkjues et peptldiques entre un derive d*acide amine 
presentant une f onction amine bloquee et une fonctioncarboxyfique Core ou esterifiee et un derive d'aclde 
amine present ant une f onction amine libra et une f onction carboxyllque bloquee, qui repondent 
respectivement aux formulas III et IV ci-apres. 



Al 2 Oa R-0-P0,H 2 

la 



Al 2 0 a R-PO,H a 

lla 
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Z - NH-CHCOOX 

CHI) 

ou Z represente un group© de protection de fa fonction amine ou un segment peotidiane 
X represente un atome cfhydrogene ou un groupe alkyle ^gmenx peptiaique. 

Rx represent la chain© laterals d'un acide examine ; 

H 2 N - CH - COY 

*x <*V> 

? LXfnt^! IS ? rai ^ ^ ° U a ! Coy,amine ' ou encOTe un segment peptidfque et 
R x represent© Ja chain© laterals d un acide o-amirte. 

Claims for Austria 

Phosphate d un compose bl- ou polyfonciiunnel contenant au moins un groupe fonctonnel 
SS^r^ """WC himiquement reacttf capable de fom«r une Halson ^o^to aScTes 
rnol6cules de nature protelque. et notamment des enzymes, caracterlsa en ce quH consiste a fixer un 
phosphate orgamquB qui repond a la formula I ou U cypres : a roar un 

R - O - P0 J H 2 R - P0 s H a 

(I) (II) 

dans [esqueHas : 

Z£5£Z^*£^ ar B an !^ u , e antique ou aromatlque comprenant au molns un groupe 
chimiquement reacttf tel. en parficuBer. qu'un groupe amine prlmaire. aldehyde ou aclde 
sur de I alumine, par miae en contact de CalunHne et dVn phosphate orgardque. pendant un temps 
S ^^^ n T 8 0 UX • 8 "l S,b i ement 4 te t^^ture amb^e, a un^rnp^entre ^ 5 8* 
r i;^* fl 10 " b H"™***™ 1. caracterise en ce que le milieu dans lequel est rtallsee Is 
complexation est un milieu a force ionique elevee. 

^nte^ t ^m„^ P T tt ° n d " er,zyn,e ? insolubilisees. caracterlse en ce qu'il consiste a former un corps 
tlaplte GOnr,prenant un8 enz * n,e Bee P ar eovalente a un support solide de formule la ou Ha 

Al a 0 3 h-6-P0,H 2 Al a O, R-POjHj 

" Ia Ila 

^L r f^!r o d8S Chiml ? uernent riactifs <> ui comprend le groupe organique allphatique ou 

group8S d « enzyme, a fixer. eventuellement acbVea par des actfcateure 

das nmu^f * e ^ C "^ ti0n 3 * en « to^"* complexe Insoluble comprend 

P rt ^ BS «|*onyliques tels que des groupes aldehyde, introdults par le phosphate 

f^d^esTs'S 8 ^ ,SS fonct,ons e^ymes^r" en 

staMse^folr rtduJT^f!^^ 0 " 4 " caracter,se «« « que les bases de Schiff obtenues sont 
tfabflstos par reduction a I arte d'un agent reducteur approprie. notamment du cyanoboronydrure de 

dJ n™™« rtOSH* n "Tf MOn J' caraclerise er> 68 ««•» 'orsque le complexe insoluble comprend 
^o^ n ^^^ abt ^ Par dBS flroupes m " na ' EOnt "*ves par un activateur appEp^ 

2^^S^i^«* ,,B,,n- 8 amines Primairw prls dans le groupe qui comprend notarnment le 
gfutaraldehyde. les dilsocyanates, les dflsolhiocyanates. etc... pour etre rendus ap.es a reagf/avec les 
groupes amines des enzymes a fixer. 9 ,BS 

C nLSf» ?-!f^ * Synth6Se pflptid,C,UQ caracterlse par la mise en oeuvre en tant que catalyseur 
* momS UnS en ^ me insoluWI.see parassocialion avec un complexe alumh^phosphwe 

TftEaeS 22. * » B !If2r en * M,0n rune ^^"nquaTes Revendicattona TTb 

8. Procedfe selon la Revendication 7. caraclerise en ce que lesdites syntheses peptidiques som 
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realisees a une temperature comprise entre la temperature amblante et 45° C environ. 

9. Procede selon Tune quelconque des RevendicaUons 7 ou 8> caracterise en ce que fe milieu 
reactionnel est exempt d'ions phosphate dont la presence pourrait provoquer la separation da I" enzyme 
et de son support. 

10. Precede selon Tune quelconque des Revendications 7 a 9 , caracterise en ce que les enzymes 
msolubiliseas catafysent la synthese da Baisons amidiques et peptidiques entre un derive d actda amine 
presentant una fonction amine Woquee et une fonction carboxyUque libra ou estertfiee et un derive 
d'acide amine presentant une fonction amine Ubre et une fonction carboxylique bloquee. qui repondent 
respectivement aux formulas III et IV ci-apres ; 



to 



15 



2 - NHHpHCOOX 

\ (HI) 

ou Z represente un groupe de protection de ta fonction amine ou un segment peptidlqua. 
X represente un atome d'hydrogene ou un groupe alkyte 
R* represente ta chain e lateraJe d'un acide a-amine ; 

H 2 N - CH - COY so 

ou Y represente un groupe alcoxy ou alcoylarmne, ou encore un segment peptkfiqua et 25 
R* represente la chaine lateraJe d 1 un acide a-amine. 

11. Appfication du complexe selon la Revandfcatlon 1. en tant que support de fixation de molecules de 
nature proteique, et notarnrnertt d'enzymes. 

12. Application du complexe selon la Revendtean'on 1. en tant que moyen pour llsolement et/ou le 
dosage de phosphates oreaniques contenus dans un miDeu biologkjue tela que mononucleotides, so 
phosphogiucides, phospho-proteines, phospho-amino-acides, pyrldoxaJ-phoaphate. etc... par liaison 
desdits phosphates organiquas avec de I'alumine, en mifieu aquaux, a un pH compris entre 2 et 8 5 et 
liberation de ces phosphates organlques du complexe forma, par action d'une solution de phosphate 
inorganique ou d'actde phosphorfque equilibria* a un pH compris entre 2.0 et 8.5. 

35 



40 



45 
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